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論文内容の要旨
硫酸還元菌 Miyazaki F 株の cytochrome ぬは 1 分子中に 4 つの c 型へムを持つ分子量約 14000 の電子伝達タンパ
ク質で、し、ずれのへムも他の c 型へムに比べ著しく低い酸化還元電位を持つことを特徴としている。本論文では NMR
により完全酸化型の溶液構造を決定し既に報告されている完全還元型の溶液構造と同じ条件下で構造比較を行うこ
とを目的とした。しかしながら完全酸化型ではへム鉄に存在する不対電子により常磁性を示しシグナルの幅広化など
構造解析を行うのが非常に困難である。そこで本研究では近年利用されるようになってきている常磁性効果から求ま
る構造情報を構造解析に利用した。
第 1 章では本論文の研究対象である硫酸還元菌 Miyazaki F 株の cytochrome c3の一般的性質、及び本論文の目的
を示した。
第 2 章では硫酸還元菌 Miyazaki F 株の cytochromeα における gテンソルとポルフィリン環の非平面性の相関に
関する研究が要約されている。常磁性効果から得られる情報を構造計算に用いる上で、常磁性の性質に深く関わる g
テンソルの性質を調べることが重要である。これまで Miyazaki F 株の cytochrome ぬではそれぞれのへムに対し異
なった g値の帰属が報告されている。そこで本章では単結晶 EPR スペクトルの解析を行い、それぞれのヘムに対す
る g値の直接的な帰属を行った。この g値をもとにそれぞれのへム鉄における d 軌道のエネルギー準位を算出した。
その結果、ポルフィリン環が 84・ruffle 型に歪んだ、ヘムで、は dxy軌道と dπ軌道のエネルギー差が減少し、逆に 84-saddle
型に歪んだ、ヘムで、はエネルギー差が増加していた。すなわち、 dxy軌道と dπ軌道のエネルギー差にはポルフィリン環
の歪みが深く関係していると考えられる。また、配位イミダゾール環のいくつかはイミダゾレート型の性質を持つこ
とが予想された。
第 3 章では硫酸還元菌 Miyazaki F 株の cytochromeα における完全酸化型の溶液構造の決定を行った。 NMR で完
全酸化型の溶液構造を決定する上で、常磁性シフトから求まる構造情報の利用を試みた。 NOE による距離情報、カ
ップリング定数による二面角情報に加え常磁性シフトを構成する成分の 1 つであるへム置換基の 13C contact shift か
ら配位イミダゾール環の角度情報を算出し構造情報として加えた。さらに常磁性シフトを構成するもう一つの成分で
ある pseudo contact shift から求まる各アミノ酸残基の構造情報を構造計算過程において利用できるよう改良した構
造計算プログラム Dynamo 3.2 を構造計算に用いた。その結果、常磁性シフトから得られる構造情報を加えなかった
構造に比べ RMSD が改善された。完全還元型の溶液構造との構造比較では、 heme 1 と heme2 の近傍、及び heme4
の近傍で構造変化が観察された。
第 4 章では本研究で得られた結果をまとめ硫酸還元菌 Miyazaki F 株の cytochrome c.3における構造と酸化還元過
程における構造変化について総合的に考察した。単結晶 EPR スベクトル測定から各へムに配位しているイミダゾー
ル環の状態はイミダゾレート型の性質を持つ物がいくつかあることが予想された。これは cytochrome 白の酸化還元
電位を著しく低くしている要因のーっと考えられる。酸化型と還元型の溶液構造の比較における heme 1 と heme 2 
の近傍の構造変化は heme 1 、 heme2 間のポジティブな協同性に関わりがあると考えられる。更に heme4 の近傍に
おいて観察された構造変化は heme4 と他のへムとのネガティブな協同性、並びに hyd，rogenase との複合体形成の制
御に関与している可能性がある。
論文審査の結果の要旨
本論文は絶対嫌気性菌である硫酸還元菌 Miyazaki F 株のエネルギー変換にかかわる cytochrome ぬの完全酸化型
における磁気的性質を結品電子スピン共鳴法で明らかにし、その溶液構造を核磁気共鳴法により決定している。これ
を基に、 cytochrome c.3の異常に低い酸化還元電位の原因、酸化還元における協同的相互作用を引き起こす構造的要
因を初めて明らかにした。本論文は非常に還元的な環境下で生存する生物における電子伝達制御メカニズムの解明に
大きく貢献するものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値があるものと認める。
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